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摘要 　用聚合酶链反应 ( PCR)方法检测肿瘤转移标志基因的研究报道逐年增多 , PCR 法检测循环
肿瘤细胞和微转移 ,不仅可确认癌转移 ,而且对检测治疗的效果、强度和持续时间有指导意义 ,对肿瘤转
移规律的研究也将有深远的影响。









1987 年以来 ,相继出现了以 PCR 技术为基础的检测
循环血液及淋巴结中各种微量转移肿瘤细胞的方
法[1 ] 。尤其是近年来 ,用 PCR 技术检测肿瘤微转移的
研究报道逐年增多 ,本文就美国科学信息研究所〔In2
stitute for Scientific Information ( ISI)〕建立的最新文献
数据库〔Current Contents on Diskette (CCoD)〕中 1994





靶 RNA 来证实肿瘤细胞的存在。目前 ,这一方法所
用的标志性基因主要有两类 :一是对肿瘤细胞中某些
标志基因的异常突变进行 PCR 扩增及检测 ,即从肿瘤
组织中或从淋巴结、血液中提取 DNA 进行 PCR/
RFL P 分析以检测癌基因是否突变 ,进而确定该肿瘤
是否发生转移及转化 ,如表 1 中对 ras 基因突变的检
测 ;另一类是通过反转录 PCR (即 RT2PCR) 扩增组织





特异抗原 ( PSA) 、黑色素瘤细胞中的酪氨酸酶 mRNA ,
已成为检测前列腺癌、黑色素瘤的有用标志物。
检测组织特异的标志物 mRNA 比病理学、免疫组
化等方法有几个优点 [1 ] :第一 ,RNA 在细胞外环境中
是很不稳定的 ,因此检测到标志物 mRNA 应当表示所
检查的组织或体液中有肿瘤细胞 ; PCR 检测法已达到
检测单个分子的能力 ,而其它方法还达不到。第二 ,在
免疫组化等方法结果为阴性时 ,仍可用组织特异性标
志物的 mRNA 检测来表明肿瘤细胞的存在。例如 ,在
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表 1 　用于检测肿瘤转移的标志性基因
基因名称 基因类型 癌症类型 检测部位 灵敏度 文献
1. K19 组织特异 胃癌 血液、淋巴结 1～10/ 106 [2 ]
乳腺癌 血液、淋巴结 1/ 106 [3 ,4 ]
骨髓 1/ 106 、1/ 107 [3 ,5 ]
结直肠癌 血液 1/ ml [6 ]
2. K20 组织特异 结直肠癌 淋巴结、骨髓 - [7 ]
3. MUC1 组织特异 乳腺癌、胃癌 淋巴结 1/ 106 [4 ]
4. CEA 组织特异 胃肠道癌、乳腺癌 血液、淋巴结 - [8 ]
肺癌 血液 - [9 ]
结直肠癌 血液、骨髓 1/ 2 ×107 [10 ,11 ]
胰腺癌、胃癌 血液 - [12 ]
5. 酪氨酸酶 肿瘤特异 黑色素瘤 血液 1/ 10～15ml [13 ,14 ]
淋巴结 1/ 106 [15 ]
皮下脂肪 - [16 ]
6. PSA 肿瘤特异 前列腺癌 血液 1/ 106 [17 ]
淋巴结 - [18 ]
7. CD44 肿瘤特异 结直肠癌 血液、淋巴结 10/ 106 [19 ]
8. ras 癌基因 胰腺癌 淋巴结、血液 - [20 ,22 ]
结直肠癌 血液 - [21 ]
9. EWS2FL I21 肿瘤特异 Ewing 瘤 血液、骨髓 - [23 ]
or MIS2ERG
基因融合
10. PTHrP 乳腺癌 血液、骨髓 1/ 106 [24 ]
11. HPV 肿瘤病毒 宫颈癌 血液、淋巴结 - [25 ]
12. PyNPase 乳腺癌 淋巴结 - [26 ]
分化较差不表达 PSA 蛋白的前列腺肿瘤细胞仍可检




1。在这些研究报道中 ,对 K19、癌胚抗原 (CEA) 、酪氨
酸酶、前列腺特异抗原 ( PSA) 、CD44、ras 癌基因等肿瘤
标志基因的报道较多 ;从癌症类型来看 ,对乳腺癌、前
列腺癌、黑色素瘤的研究较多。许多研究所用的 PCR
检测方法的灵敏度已达 1/ 106～107 。





不同的标志物结果有所不同。Noguchi 等[4 ] 研究表
明 ,由于检测 K19mRNA 的敏感性高于 MUC1 mRNA
( K19 敏感度 : 1/ 106 , MUC1 敏感度 : 1/ 105 ) ,因此用
K19 作为乳腺癌的检测标志物更合适。但在检测胃癌
细胞时 ,我们的实验结果显示 K19 与 MUC1 的敏感性
无差别。Gunn 等[7 ]发现 K19 在对照组中有较高的检
测阳性率 (85 %在淋巴结 ,42 %在骨髓) ,而 K20 在对
照组中没有检测到 ,因此认为在选择结直肠癌的基因




测情况。疾病限于局部的 10 个病人中只有 1 个阳性 ,
在有局部淋巴结转移的 17 个病人中 ,有 6 个阳性 ,在
有远距离转移的 29 个病人中全部为阳性。Farthmann
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等[14 ]对 123 个不同病程病人的血液进行了检测 ,阳性
率分别为 13 % (原位癌) 、17 % (皮肤、淋巴结转移) 、
44 %(远距离转移) 。这些结果表明检测血液中的酪氨
酸酶 mRNA 不仅可确认癌转移 ,而且有助于确定高危
病人 ,了解疾病的进展情况。
前列腺癌是男性生殖系统发病较高的疾病 ,也是
一种易转移的肿瘤。许多研究 [17 ,18 ]均认为检测血液、
淋巴结中的 PSA ,可表明肿瘤细胞的存在 ,并与疾病分
级一致 ,可用以监测治疗效果、判断疾病的进展情况。
CD44 的功能是在细胞与细胞之间、细胞与基质之
间起粘附作用。Wong 等[19 ] 检测了结直肠癌病人血
液、淋巴结中的 CD44 基因的表达 ,阳性率分别为 17 %
(4/ 24) 、64 %(9/ 14) 。这个方法可用于对早期转移的
诊断、预后评价及治疗后残余病灶的检测等。
K2ras 基因第 12 位密码子的点突变可作为肿瘤细
胞的标志物。Hardingham 等[21 ]建立了检测血液中结、
直肠癌细胞 ras 基因突变的方法 ,阳性率为 33 % (9/




尤文氏瘤 ( Ewing’s tumor) 的细胞由于染色体转
位而导致基因融合 ,为 RT2PCR 检测提供了一个肿瘤
特异的标志物。Fagnou 等[23 ]用 RT2PCR 方法检测血
液、骨髓中的癌细胞 ,阳性率分别为 26 % ( 16/ 62) 、





lated protein , PTHrP) 与癌症病人的高钙血症有关。
Bouizar 等通过对乳腺癌病人的研究认为 PTHrP 基因
在乳腺肿瘤的强表达与癌症开始发生骨转移有关。但
最近的研究[24 ]认为 PTHrP 在骨髓中的表达特异性是
有限的 ,可能是因为成骨细胞可自身表达 PTHrP ,但
此项研究认为用 RT2PCR 方法检测外周血中 PTHrP
的转录还是可行的 ,是一很敏感的技术。
人乳头瘤病毒 ( HPV) 与宫颈癌的发生密切相
关[25 ] 。Pao 等用 RT2PCR 方法检测了 15 个有转移病
人血液中的 HPV E6 mRNA ,阳性率为 80 % (12/ 15) ,
该研究认为 HPV E6 mRNA 在外周血中的出现可能
是循环的宫颈癌细胞的敏感指标。






作为标志基因时 ,应选择突变率高的癌基因 ,如 ras 基
因 ,ras 基因在胰腺癌、甲状腺癌等肿瘤的突变率达
50 %以上。在血液、淋巴结组织不表达的上皮组织基
因如 K19、MUC1 等 ,可作为胃癌、乳腺癌等含有上皮
细胞器官的特异性的基因标志物。
PCR 是一极其敏感的技术 ,当前的报告在 106～
107 个正常细胞中可检测到一个肿瘤细胞 ,正是由于
它的极端敏感性 ,在没有采取防止污染措施的情况下 ,
很易出现假阳性。根据我们的实验研究 , PCR 扩增后




参 考 文 献
1 Ghossein RA ,Rosai J . Cancer ,1996 ;78 (1) :10～16
2 Yeh KH ,Chen YC , Yeh SH ,et al. Anticancer Res ,1998 ; 18
(2B) :1283～1286
3 Schoenfeld A , Kruger KH , Gomm J . Eur J Cancer ,1997 ; 33
(6) :854～861
4 Noguchi S ,Aihara T ,Motomura K ,et al. American J Pathol ,
1996 ;148 (2) :649～656
5 Moscinski LC , Trudeau WL , Fields KK , et al. Diagn Mol
Pathol ,1996 ;5 (3) ;173～180
6 Denis M G ,Lipart C ,Leborgne J ,et al. Int J Cancer ,1997 ;74
(5) :540～544
7 Gunn J ,McCall JL , Yun K ,et al. Lab Invest ,1996 ; 75 ( 4) :
611～616
8 Mori M ,Mimori K ,Ueo H ,et al. J Clin Oncol ,1998 ;16 (1) :
128～132
9 Castaldo G , Tomaiuolo R , Sanduzzi A , et al. J Clin Oncol ,
1997 ;15 (11) :3388～3393
10 Jonas S , Windeatt S ,Oboateng A ,et al. Gut ,1996 ; 39 (5) :
717～721
11 Neumaier M , Gerhard M ,Wagener C. Gene ,1995 ;159 (1) :
43～47
12 Funaki NO , Tanaka J , Kasamatsu T , et al. Life Sciences ,
1996 ;59 (25226) :2187～2199
13 Hanekom GS ,Johnson CA , Kidson SH ,et al. Melanoma Res ,
1997 ;7 (2) :111～116
14 Farthmann B ,Eberle J , Krasagakis K ,et al. J Invest Derma2
tol ,1998 ;110 (3) :263～267
15 Wang SX ,Heller R ,VanVoorhis N ,et al. Ann Surg ,1994 ;
·55·2000 年 2 月 　第 27 卷第 1 期
© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net
　 220 (6) :768～774
16 Proebstle TM , Huber R , Sterry W , et al. Eur J Cancer ,
1996 ;32A(10) :1664～1667
17 Castaldo G , Cecere G , Difusco V , et al. Clin Chim Acta ,
1997 ;265 (1) :65～76
18 Ferrari AC , Stone NN , Eyler J N ,et al. J Natl Cancer Inst ,
1997 ;89 (20) :1498～1504
19 Wong LS ,Cantrill J E ,Odogwu S ,et al. Br J Surg ,1997 ;84
(6) :834～839
20 Ando N ,Nakao A ,Nomoto S ,et al. Pancreas ,1997 ;15 (4) :
374～378
21 Hardingham J E , Kotasek D ,Sage RE ,et al. Mol Med ,1995 ;
1 (7) :789～794
22 Mohiuddin M ,Ahmed MM ,Venkatasubbarao K. Int J Radiat
Oncol Biol Phys ,1996 ;34 (1) :161～166
23 Fagnou C ,Michon J , Peter M ,et al. J Clin Oncol ,1998 ; 16
(5) :1707～1711
24 Wulf GG ,J urgens B ,Liersch T ,et al. J Cancer Res Clin On2
col ,1997 ;123 (9) :514～521
25 Pao CC ,Hor JJ , Yang FP ,et al. J Clin Oncol ,1997 ;15 (3) :
1008～1012
26 Mimori K , Ueo H , Shirasaka C ,et al. Ann Oncol ,1999 ; 10
(1) ;111～113
(收稿 :1999207221 　修回 :1999211205)
绿色荧光蛋白在胶质细胞瘤研究中的应用
第四军医大学西京医院全军神经外科研究所 (西安 710032) 　李 　侠综述 　章 　翔审校
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　　1994 年 , Chalfie 等[1 ] 在研究维多利亚水母 (ae2
quorea victoria)发光机制时发现 ,Ca2 + 和水母发光蛋白
(aequorin)结合后 ,水母发光蛋白发蓝色荧光 ,同时激
发绿色荧光蛋白 (green fluorescent protein , GFP) 使其
发绿色荧光 ,并成功地分离出 gfp 基因。此后许多研
究证实 ,gfp 是一种新的标记基因 (marker gene) ,现已
被广泛应用在多种生物体。在大肠杆菌、酵母菌、果
蝇、斑马鱼、大鼠以及一些哺乳动物细胞系如 Hela、
B104、C2C12 等细胞中均有成功表达的报道 [2 ] 。无需
加外源性分子 , GFP 在紫外光激发下可发出绿色荧光
且性质稳定 ,使用普通荧光显微镜即可观测到 ;改进后





Prasher 等研究发现 ,gfp cDNA 全长为 2. 6kb ,由 3
个外显子组成 ,其表达蛋白为 238 个氨基酸组成的单
体 ,分子量为 27kD。GFP 化学性质稳定 ,易于耐受高
温等处理 ,并且无光漂白现象。甲醛固定和石蜡包埋
不影响其荧光特性。GFP 肽链在表达后发生折叠 ,有
氧条件下 ,其 65267 位氨基酸残基环化 ,形成三肽环形
发色团 (chromophore) 。GFP 蛋白存在两种构象 :高能
量的 B 态和低能量的 A 态 ,A、B 态分别与 Tyr66 和
Ser65 有关[3 ] 。GFP 的第 56 位 Trp 残基能自发荧光 ,
在紫外光激发下 Trp 残基与三环发色团之间存在能量





为 395nm ,另一小吸收峰为 470nm ,最大发射峰为
509nm。最近 ,使用 PCR 和羟胺突变等方法产生 GFP
突变型 ,其吸收峰发生红移或蓝移 ,荧光发光强度较野
生型 GFP 高 5～35 倍。第 65 位 Ser 变为 The 的突变
型 GFP(S65 T) ,吸收峰红移 ,在紫外光激发下发绿色
荧光 ,发光强度为野生型 GFP 的 6 倍。另一突变型
( Y66H/ Y145F) 吸收峰蓝移 ,在紫外光激发下发蓝
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